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摘要 : 报道几种苯甲醛族化合物对蘑菇酪氨酸酶催化 L2多巴氧化反应活力的影响以及抑制作用机理. 研究结果表
明 ,苯甲醛族化合物对酶的效应表现为可逆抑制作用 ,苯甲醛及其 m2和 p2甲氧基取代物表现为非竞争性抑制 ,而 o2
位、m2位和 p2位羟基取代物表现为竞争性抑制. 通过测定酶活力下降 50 %的抑制剂浓度 ( IC50) 和抑制常数来比较抑
制剂作用的强度 ,探讨不同取代基团对抑制作用的影响. 提出抑制剂与酶分子的作用模型.
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　　果蔬保鲜是当前我省和我国农业面临的一个迫
待解决的课题. 有些农产品 ,例如 ,荔枝和菇类等 ,由
于得不到及时有效的保鲜方法处理 ,每年给我省经
济带来巨大的损失. 酪氨酸酶是某些果蔬变褐生斑













研究主要集中在医药方面[2～5 ] . 对于该酶抑制剂的
研究 ,国内研究较少且不够深入 ,主要是一些用于皮
肤保健和治疗的常规抑制剂的研究[6～8 ] . 在国外 ,美
国加州 Berkeley 大学的 Kubo 教授对酪氨酸酶抑制
剂的研究最为前沿. Kubo 教授已从天然植物 (茴芹、
腰果等)中提取了一系列该酶的抑制剂 (主要为黄酮
类天然产物) ,测定了它们对蘑菇酪氨酸酶的抑制作







1. 1 　材 料
苯甲醛 , o2羟基苯甲醛 , m2羟基苯甲醛 , p2羟基
苯甲醛 , o2甲氧基苯甲醛 , m2甲氧基苯甲醛 , p2甲氧
基苯甲醛及二甲亚砜 (DMSO) 为 Sigma 化学公司产
品 ;L23 ,42二羟基苯氨酸 (L2DOPA) 为 Aldrich 化学公
司产品. 蘑菇酪氨酸酶也购置于 Sigma 化学公司 ,酶
的比活力为 6 680 U/ mg(25 ℃) .
1. 2 　方 　法
蘑菇酪氨酸酶的活力测定参考文献[ 11 ] ,并按
要求作适当的修改. 以 0. 5 mmol/ L L2DOPA 为底物 ,
在比色杯中先加入 0. 1 mL 含不同浓度的效应物
(溶于 DMSO 溶液) 和 2. 8 mL 底物溶液 ,然后加入
0. 1 mL 蘑菇酪氨酸酶水溶液 ,立刻混匀 ,测活体系
共 3. 0 mL. 于 Beckman DU650 分光光度计 ,30 ℃恒
温下测定 475 nm 的光密度值随时间的增长直线 ,从
直线的斜率求得酶活力 ,消光系数按 (ε= 3 700 M - 1
cm - 1) [12 ]计算. 酶的终浓度为 6. 67μg/ mL , DMSO 终





a. 苯甲醛 , b. o2羟基苯甲醛 , c. m2羟基苯甲醛 ,
d. p2羟基苯甲醛 , e. o2甲氧基苯甲醛 , f . m2甲
氧基苯甲醛 , g. p2甲氧基苯甲醛
　Fig. 1 　Chemical structures of Benzaldehyde family
选择几种苯甲醛族化合物 :苯甲醛 (a ) , o2羟基
苯甲醛 ( b) , m2羟基苯甲醛 (c) , p2羟基苯甲醛 ( d) ,
o2甲氧基苯甲醛 (e) , m2甲氧基苯甲醛 (f) 和 p2甲氧
基苯甲醛 (g) (分子结构式见图 1)为效应物 ,分别探
讨它们对蘑菇酪氨酸酶催化 L2DOPA 氧化反应的酶
活力的影响. 酶的剩余活力与抑制剂的浓度的依赖
关系结果见图 2 ,随着抑制剂浓度的增大 ,酶活力逐
渐下降. 在该条件下 (0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液 ,pH6.
8 ,30 ℃) ,导致酶活力下降一半所需的抑制剂浓度
( IC50)分别为 : (a) ,0. 80 ; ( b) ,2. 85 ; ( c) ,3. 70 ;( d) ,
1. 15 ; ( f) ,1. 80 ; ( g) ,0. 35 mmol/ L ;而 (e) 对酶的抑
制作用很弱 ,当浓度达到 5 mmol/ L ,酶活力只下降
10 % ,测定的结果总结于表 1 以供比较. 从图 2 我们
还可以看出 ,抑制剂 : (a) 、( f ) 、( g) 对酶活力的下降
趋势与( b) 、( c) 、( d)对酶活力的下降趋势不同. 前一
组抑制剂( a) 、( f ) 、( g) ,在较低浓度时 ,对酶的抑制
程度较大 ,酶活力随着抑制剂浓度的增大而下降较
显著 ;当抑制剂浓度较高 ,这种下降的变成较缓慢.
后一组抑制剂( b) 、( c) 、( d)截然不同 ,只呈现单相过
程. 这些结果表明 ,这两组抑制剂对酶的抑制作用机
理不同. ( a ) 、( f ) 、( g) 对酶的抑制为非竞争性 , 而
( b) 、( c) 、( d)为竞争性类型. 该结论可以从动力学方
法加以证明.
　图 2 　几种甲醛族化合物对蘑菇酪氨酸酶活力的影响
a. 苯甲醛 , b. o2羟基苯甲醛 , c. m2羟基苯甲
醛 , d. p2羟基苯甲醛 , e. o2甲氧基苯甲醛 , f . m2
甲氧基苯甲醛 , g. p2甲氧基苯甲醛
　Fig. 2 　Effects of some compounds of benzaldehyde family on
the activity of mushroom tyrosinase




测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物 L2DOPA 浓
度 ,测活不同浓度抑制剂对酶的活力的影响 ,以酶反
应的初速度对底物浓度作图为一组双曲线 ,说明酶
促反应遵循米氏 (Michaelis2Menten) 动力学方程. 以
Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,可以判断抑制剂的抑
制类型. 以( a) 、( f) 、( g) 为效应物 ,Lineweaver2Burk 双
倒数作图为一组横轴截距不变的直线 ,说明这一组
抑制剂不影响米氏常数 ( Km) ,只影响最大反应速度
( Vmax) ,其抑制机理表现为非竞争性类型. 图 3 为抑
制剂 ( g) 对蘑菇酪氨酸酶抑制作用的 Lineweaver2
Burk 双倒数作图 , Km 值不随着抑制剂浓度的增大
而改变 ,而 Vmax随着抑制剂浓度增大而下降 ,说明抑
制剂与酶分子的结合与底物分子与酶的结合是独
立 ,抑制剂不改变酶对底物的亲和力. 这一组抑制剂
可以同时与游离酶 ( E) 和结合酶 ( ES) 结合 ,且结合
常数相同. 以不同浓度抑制剂 (g)下测定的 1/ Vmax对
抑制剂 (g)浓度作图 (图 3 内插图)为一条直线 ,从直
线的斜率可以求得抑制常数 ( KI = KIS ) . 相同
的方法可以求得抑制剂 ( a ) 、( f ) 的抑制常
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表 1 　苯甲醛族化合物对蘑菇酪氨酸酶抑制效应
Tab. 1 　Inhibitory Effects of some compounds benzaldehyde family on mushroom tyrosinase
化合物 IC50/ mmol·L
- 1 抑制类型
抑制常数/ mmol·L - 1
KI KIS
苯甲醛 0. 80 非竞争性 0. 81 0. 81
o 2羟基苯甲醛 2. 85 竞争性 1. 66
m2羟基苯甲醛 3. 70 竞争性 2. 20
p2羟基苯甲醛 1. 15 竞争性 0. 69
o 2甲氧基苯甲醛 3
m 2甲氧基苯甲醛 1. 80 非竞争性 1. 78 1. 78
p2甲氧基苯甲醛 0. 35 非竞争性 0. 35 0. 35
　　　　　　　　3 抑制作用很弱 ,不能测定 IC50
[ cs ]
- 1/ (mmol/ L) - 1
　图 3 　抑制剂 ( g) 对蘑菇酪氨酸酶抑制作用的
Lineweaver2Burk 双倒数作图
直线 0～4 抑制剂浓度分别为 :0、0. 1、0. 2、0. 3
和 0. 4 mmol/ L
　Fig. 3 　Lineweaver2Burk plots for inhibition of p2Methoxy2
benzaldehyde (g) on the oxidation of L2DOPA by
mushroom tyrosinase
[ cs ]
- 1/ (mmol/ L) - 1
　图 4 　抑制剂 ( g) 对蘑菇酪氨酸酶抑制作用的
Lineweaver2Burk 双倒数作图
直线 0～4 抑制剂浓度分别为 : 0、0. 25、0. 50、
0. 75和 1. 00 mmol/ L
　Fig. 4 　Lineweaver2Burk plots for inhibition of p2Hydroxy2
benzaldehyde ( d) on the oxidation of L2DOPA by
mushroom tyrosinase
数 ,测定结果列入于表 1 ,以供比较.
2. 3 　抑制剂( b) 、( c) 、( d) 对蘑菇酪氨酸酶表
现为竞争性抑制机理及抑制常数的测
定
以相同的方法研究抑制剂( b) 、( c) 、( d) 对蘑菇
酪氨酸酶抑制作用机理. 以 Lineweaver2Burk 双倒数
作图得到一组纵轴截距不变的直线 ,说明这一组抑
制剂不改变酶促反应的最大反应速度 ( Vmax) ,只影
响米氏常数 ( Km) ,其抑制机理表现为竞争性类型.
图 4 为抑制剂 ( d) 对蘑菇酪氨酸酶抑制作用的







酶 ( E)结合 ,而不能与酶2底物络合物 ( ES)结合. 以不
同浓度抑制剂 (d)下测定的 Km 对抑制剂 (d) 浓度作
图 (图 4 内插图) 为一条直线 ,从直线的斜率可以求
得抑制常数 ( KI) . 相同的方法可以求得抑制剂( b) 、
( c)的抑制常数 ,测定结果列入于表 1 ,以供比较.
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2. 4 　苯甲醛族化合物对蘑菇酪氨酸酶的抑
制作用表现为可逆效应
研究几种苯甲醛族化合物 :苯甲醛 (a ) , o2羟基
苯甲醛 ( b) , m2羟基苯甲醛 (c) , p2羟基苯甲醛 ( d) ,








　图 5 　在 p2甲氧基苯甲醛 (g)下酶活力与酶量的关系
曲线 0～4 抑制剂的浓度分别为 :0、0. 1、0. 2、0. 3
和 0. 4 mmol/ L
　Fig. 5 　The effect of concentrations of mushroom tyrosinase
on its activity for the catalysis of L2DOPA at different
concentrations of p2Methoxybenzaldehyde (g)
　图 6 　模型 1
　Fig. 6 　Scheme 1
　图 7 　模型 2












种[13 ] :还原型 ( met) 、氧化型 ( oxy)和脱氧型 ( deoxy) .
met 和 oxy 型酶具有二酚氧化酶活性 ,而只有 oxy 型
酶才有单酚加羟酶活性 ,只有 deoxy 型的酶能够结







形成 Schiff 碱导致酶活力的下降. 在邻位上多了一
个羟基2o2羟基苯甲醛 ( b) ,其抑制作用转变为竞争
性 ,可能是通过与酶 met 型的酶活性中心的二价铜
核结合 ,与底物二酚相互竞争 (图 6) ,导致酶活力下
降. o2甲氧基苯甲醛 (e) 由于没有游离的羟基 ,不能
结合在酶活性中心二价铜核上 ,并对甲醛基形成
Schiff 碱产生位阻效应而影响其抑制作用. 抑制剂
( c) 、( d)对酶的抑制作用也表现为竞争性 ,这
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是由于这两种单酚抑制剂能专一地结合到 oxy 型的
酶活性中心的二价铜离子上 ,与底物 L2DOPA 相互
竞争 (图 7) ,从而抑制了酶活力. 在对位上羟基抑制
效率是间位上羟基的抑制效率 3 倍. 说明对位羟基
与酶的结合亲和力较高. 倘若把羟基用甲基保护住 ,






高了 1 倍以上 ,而在间位上加上氧甲基 ,抑制作用基
本消失.
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Studies on Mushroom Tyrosinase Activity Inhibited
by Benzaldehyde Family Compounds
HUANG Huang , LIU Xiao2dan , CHEN Qing2xi
(School of Life Science , Xiamen University , Xiamen 361005 , China)
Abstract : Tyrosinase (1. 14. 18. 1) is a metalloenzyme oxidase which catalyzes two distinct reactions of melanin synthe2
sis the hydroxylation of a monophenol and the oxidation of o2diphenol to the corresponding o2quinone. Lots of ben2
zaldehyde family can inhibit the enzyme activity for the oxidation of L2DOPA. In the present paper , the inhibition kinet2
ics and mechanism of benzaldehyde family compounds on the enzyme for the oxidation of L2DOPA were studied. The re2
sults show that the inhibition of tyrosinase by benzaldehyde family is a reversible reaction with remaining enzyme activity.
The inhibitory mechanism of benzaldehyde , m2methoxybenzaldehyde and p2methoxybenzaldehyde belongs to being non2
competitive while that of o2hydroxybenzaldehyde , m2hydroxybenzaldehyde and p2hydroxybenzaldehyde belongs to being
competitive. The equilibrium constants for those inhibitors binding with the enzyme were determined.
Key words : mushroom tyrosinase ; benzaldehyde family ; inhibitory mechanism
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